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RESUMEN

Campylobacter spp. es considerada la causa bacteriana mas comun de gastroenteritis humana,
una de las cuatro principales causas de enfermedad diarreica a nivel mundial, y uno de los
principales patdgenos transmitidos por alimentos causantes de hospitalizaciones y muertes. En
el afio 2017, la Organizacion Mundial de Salud publico la primera lista de patégenos prioritarios
resistentes a los antibidticos, declarando a Campylobacter como un microorganismo de
prioridad elevada.

El presente estudio tuvo como objetivo determinar los perfiles de sensibilidad a seis antibioticos
en cepas de Campylobacter spp. aisladas de pollo de engorde en tres puntos de la cadena de
produccion avicola, en Costa Rica. Un total de 148 cepas aisladas de pollo procedente de
granjas, plantas de proceso y puntos de venta ubicados en las diferentes provincias del pais
fueron analizadas. Un ensayo de dilucion en agar fue utilizado para determinar la CMI y los
perfiles de sensibilidad de las cepas a seis antibidticos: doxiciclina, ciprofloxacina, acido
nalidixico, enrofloxacina, cloranfenicol y eritromicina.

Aproximadamente el 92% (136/148) de las cepas analizadas mostrd no susceptibilidad a alguno
de los antibidticos en estudio. El acido nalidixico, la ciprofloxacina y la enrofloxacina,
antibidticos del grupo de las quinolonas, presentaron no susceptibilidad con mayor frecuencia
(91,22%, 85,81% y 85,81%, respectivamente); seguidos por la doxiciclina (25,00%), el
cloranfenicol (5,41%) y la eritromicina (2,70%). El perfil de resistencia mas cominmente
hallado fue el de no susceptibilidad Gnicamente a las quinolonas, y solamente un 2,03% de los
aislamientos mostro no susceptibilidad a quinolonas y macrélidos de manera simultanea. No se

hall6 ninguna cepa multirresistente.
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Los resultados de esta investigacion muestran una alta frecuencia de no susceptibilidad a los
antibioticos en cepas de Campylobacter spp. La elevada prevalencia de este agente bacteriano
en pollo destinado al consumo humano, sumada al alto consumo per cépita de este tipo de carne
a nivel nacional, establecen las condiciones idoneas para la propagacion de estas cepas hasta los
consumidores.

Ante este escenario, la instauracion de estrategias de vigilancia es fundamental para mitigar el
impacto de este y otros microorganismos transmitidos por alimentos cuya resistencia a los
agentes antimicrobianos es alta y constituyen una amenaza para la salud publica. El uso racional
de los antibidticos, especialmente aquellos que aun muestran eficacia, debe ser un tema
prioritario tanto en medicina humana como veterinaria, con el fin de contener el avance de este

fendmeno y sus consecuencias.
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ABSTRACT
Campylobacter spp. is considered the most common bacterial cause of human gastroenteritis,
one of the four main causes of diarrheal disease worldwide, and one of the main foodborne
pathogens causing hospitalizations and deaths. In 2017, the World Health Organization
published the first list of priority pathogens resistant to antibiotics, declaring Campylobacter as

a high priority microorganism.

This study aimed to determine the antimicrobial resistance profiles to six antibiotics in strains
of Campylobacter spp. isolated from broiler chicken in three points of the poultry production
chain, in Costa Rica. A total of 148 isolated strains of chicken from farms, processing plants
and retail meat from different provinces of Costa Rica were analyzed. An agar dilution test was
used to determine the MIC and resistance profiles profiles of the strains against six antibiotics
including doxycycline, ciprofloxacin, nalidixic acid, enrofloxacin, chloramphenicol and

erythromycin.

Around 92% (136/148) of analyzed strains showed no susceptibility to the tested antibiotics.
Nalidixic acid, ciprofloxacin and enrofloxacin, quinolone antimicrobials, were the antibiotics
for which non-susceptibility occurred more frequently (91.22%, 85.81% and 85.81%,
respectively); followed by doxycycline (25%), chloramphenicol (5.41%) and erythromycin
(2.70%). The unique profile conferring only non-susceptibility to quinolones was the most
commonly found in this study, and only 2.03% of the isolates showed no susceptibility to

quinolones and macrolides simultaneously. No multiresistant strain was found.

The results presented herein show a high frequency of non-susceptible strains of Campylobacter

spp. The high prevalence of this bacterial agent in chicken intended for human consumption,
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added to the high per capita consumption of this type of meat at the national level, establishes
the ideal conditions for propagation of resistant strains to consumers constituting an important
threat to public health. Given this scenario, the establishment and improvement of surveillance
strategies at national level represents an essential tool for disease control and foodborne diseases
mitigation. The rational use of antibiotics, especially those that still show efficacy, should be a
priority issue in both human and veterinary medicine in order to contain the progress of this

phenomenon and its consequences.



1. INTRODUCCION

1.1 Antecedentes

1.1.1. Resistencia antimicrobiana

Los farmacos antimicrobianos cumplen un rol fundamental en el tratamiento de enfermedades,
tanto en seres humanos, como en animales y plantas, por lo que la aparicion de microorganismos
resistentes pone en riesgo la salud publica y veterinaria (FAO 2016). La Organizacion Mundial
de Salud (OMS) define la resistencia a antimicrobianos como “la capacidad que tienen los
microorganismos (bacterias, virus, hongos y algunos parésitos) de impedir que los
antimicrobianos (como antibidticos, antiviricos, antifingicos y antipaltdicos) actlen contra
ellos” (OMS 2016), por lo que, como resultado, los tratamientos habituales se vuelven ineficaces,
las infecciones persisten y pueden transmitirse a otros individuos. La resistencia antimicrobiana
no es un fenémeno nuevo; sin embargo, la amplia magnitud del problema, y la velocidad con la
que nuevos genes y mecanismos de resistencia han emergido y diseminado, eleva la significancia

de esta amenaza (ITFAR 2011).

A pesar de que la resistencia antimicrobiana puede ocurrir de forma natural a través de la
adaptacion microbiana al medio ambiente, existen una serie de factores que han contribuido a
agudizar este problema. La deficiente regulacién y carencia de un sistema de vigilancia activo y
constante sobre el uso de antimicrobianos por parte de las autoridades sanitarias, el uso
inadecuado de estos farmacos (prescripcién inapropiada, empleo no terapéutico o seguimiento
poco minucioso de los tratamientos), y la disponibilidad de medicamentos adulterados o de mala
calidad, son algunas de las principales causas asociadas con el rapido avance de este fendmeno

(Ventola 2015; FAO 2016).



Las principales consecuencias de la resistencia antimicrobiana se relacionan con la reduccion de
la eficacia de los farmacos antivirales, antifingicos, antiparasitarios y antibacterianos. Como
resultado, el tratamiento de los pacientes se vuelve dificil, econémicamente costoso, y en algunos
casos, inviable (OMS 2016). EI impacto sobre los individuos vulnerables es mas evidente,
traduciéndose en un aumento en la mortalidad y cuadros clinicos prolongados (Okeke et al. 2005;
OMS 2016), lo cual puede incrementar los costos de tratamientos entre US$ 6.000-30.000
(Maragakis et al. 2008). Como consecuencia se estima que, cada afo, aproximadamente 700.000
personas mueren a causa de agentes resistentes a los antimicrobianos a nivel mundial (O’Neil

2014).

En la actualidad, la resistencia de las bacterias a los antibi6ticos constituye una de las principales
amenazas para la salud puablica, la seguridad alimentaria, y el desarrollo social a nivel global
(OMS 2016). Cuando las opciones de tratamiento antibidtico de primera y segunda linea estan
limitadas por la resistencia o no estan disponibles, los proveedores de atencion médica se ven
obligados a usar antibidticos que pueden ser mas toxicos para el paciente y con frecuencia mas
caros y menos eficaces (CDC 2013). Solamente en los Estados Unidos de Ameérica, por lo menos
dos millones de personas adquieren graves infecciones por bacterias resistentes a los antibiéticos
disefiados para combatirlas; y por lo menos 23.000 personas mueren cada afio como consecuencia
directa de las mismas (CDC 2013). En Europa, el nimero de muertes provocadas por bacterias
resistentes a los antibioticos es similar, con un estimado de 25.000 muertes anuales causadas por
este tipo de patdgenos (ECDC 2009). La rapida velocidad con que evolucionan estos
microorganismos, aunada al paso lento con que se desarrollan nuevos farmacos para combatirlos,

el uso creciente de antibidticos en diversos campos y su manejo inadecuado, proporcionan un



escenario ideal para la propagacién descontrolada de estos patdgenos resistentes (O’ Neil 2014;

FAO 2016).

Ante estas circunstancias, las autoridades sanitarias a nivel mundial estan dirigiendo sus
esfuerzos hacia la determinacion del alcance del problema, con el fin de formular y supervisar
una respuesta efectiva a la resistencia antimicrobiana (OMS 2016). En marzo del afio 2015, la
682 Asamblea Mundial de la Salud de la OMS adopté el Plan de Accion Mundial sobre la
Resistencia a los Antimicrobianos, con el objetivo de garantizar, a largo plazo, el acceso universal

a farmacos eficaces y seguros para la prevencion y el tratamiento de infecciones (OMS 2015).

Ademas, existen programas de vigilancia regionales, como el de vigilancia de la resistencia a los
antimicrobianos en Asia Central y Europa Oriental (CAESAR), la Red Europea de Vigilancia de
la Resistencia a los Antimicrobianos (EARS-Net) o la Red Latinoamericana de Vigilancia de la
Resistencia a los Antimicrobianos (ReLAVRA), con los que se viene siguiendo de cerca las
resistencias antimicrobianas en distintas zonas geograficas (OMS 2017). Adicionalmente, se
espera que los paises desarrollen sus propios planes de accidn nacionales sobre la resistencia a

los antimicrobianos en consonancia con el plan mundial (OMS 2015).

En el campo de la seguridad alimentaria, la OMS, en colaboracién con la Organizacion Mundial
de Sanidad Animal (OIE) y la Organizacion de las Naciones Unidas para la Alimentacion y la
Agricultura (FAO), publicd un documento con el fin de orientar a las autoridades de salud de
cada pais miembro en el monitoreo de bacterias transmitidas por alimentos que sean resistentes
a los antibiéticos. Salmonella spp., Campylobacter spp., Escherichia coli y Enterococcus spp.,
son algunos de los microorganismos que dichas organizaciones recomiendan incluir en un plan

de vigilancia nacional de este tipo (OMS et al. 2017).



1.1.2. Campylobacter spp.

El género Campylobacter comprende 27 especies y ocho subespecies (Ngulukun 2016), de las
cuales una gran mayoria son capaces de causar la enfermedad llamada campilobacteriosis en
seres humanos (Backert et al. 2016). Esta se considera la causa bacteriana mas comun de
gastroenteritis humana, una de las cuatro principales causas de enfermedad diarreica a nivel
mundial, y uno de los principales patdgenos transmitidos por alimentos causantes de
hospitalizaciones y muertes (Scallan et al. 2011; OMS 2017). Campylobacter jejuni (subspecie
jejuni) y Campylobacter coli son las representantes de este género que se aislan con mayor

frecuencia en enfermedades humanas.

En pacientes con enfermedades diarreicas también se han aislado con menor frecuencia otras
especies, tales como Campylobacter lari y Campylobacter upsaliensis (OMS 2017). Junto con
Salmonella, la campilobacteriosis constituyé la enfermedad bacteriana de transmision
alimentaria mas cominmente reportada en el afio 2016 en los Estados Unidos, segin datos del
Informe Semanal de Morbilidad y Mortalidad del Centro para el Control y la Prevencion de
Enfermedades de los Estados Unidos (CDC 2017). Adicionalmente, con méas de 190.000 casos
reportados en humanos anualmente en la Union Europea, constituye la enfermedad de

transmision alimentaria mas comunmente reportada en esta region (EFSA 2014).

En la actualidad existe evidencia que sugiere que ha habido un aumento en la incidencia global
de campilobacteriosis en la ultima década; el namero de casos ha aumentado en América del
Norte, Europa y Australia. Y aunque los datos epidemioldgicos de Africa, Asia'y Medio Oriente
siguen siendo incompletos, estos indican que la infeccion por Campylobacter es endémica en

estas regiones (Kaakoush et al. 2015).



En América del Sur, gracias a su amplia diseminacion y a los deficientes esfuerzos de las
autoridades de salud para combatir el problema, Campylobacter constituye una de las causas mas
importantes de diarreas. En América Central, mientras tanto, el impacto de este patégeno sobre
la salud publica no esta bien dimensionado (Fernandez 2011; Kaakoush et al. 2015). En la
actualidad, a pesar de que muchos enfoques estan siendo utilizados para estimar la incidencia

real de gastroenteritis por Campylobacter spp., este dato sigue siendo desconocido (OMS 2013).

Los sintomas usuales de la campilobacteriosis incluyen fiebre, diarrea y calambres abdominales
(EFSA 2014). Adicionalmente, una infeccion aguda con este agente puede tener graves
consecuencias a largo plazo, incluyendo las neuropatias periféricas, el sindrome de Guillain-
Barré (SGB) y el sindrome de Miller Fisher (MFS), ademas de enfermedades funcionales del
intestino, como el sindrome del intestino irritable (SII) (OMS 2013). También se ha reportado
que estas bacterias estan involucradas en manifestaciones extragastrointestinales, incluyendo
bacteremia, infecciones pulmonares, abscesos cerebrales, meningitis y artritis reactiva, en casos

individuales y pequefias cohortes de pacientes (Man 2011).

Campylobacter es un agente que normalmente se transmite a través de los alimentos, con
frecuencia la carne cruda de aves de corral es contaminada con estos microorganismos, dado que
estas bacterias pueden vivir en los intestinos de animales sanos (Silva et al. 2011). También es
posible encontrar este agente en cerdos y ganado. Asi, comer carne de pollo mal cocida, o
alimentos listos para comer que han estado en contacto con pollo crudo es la fuente méas comun

de infeccion (EFSA 2014).

La mayoria de las infecciones por Campylobacter no requieren intervencion terapéutica, dado

gue son autolimitantes (Smith and Fratdmico 2010). Sin embargo, existen circunstancias clinicas



especificas en las que el uso de antibidticos esté indicado; estas incluyen fiebres altas, heces
sanguinolentas, cuadros prolongados, e infecciones en pacientes inmunocomprometidos (Allos

2001; Olson et al. 2008).

1.1.3. Campylobacter spp. resistente a antibidticos

Las ciprofloxacina es un antibiético del grupo de las fluoroguinolonas que ha sido ampliamente
utilizado para el tratamiento de gastroenteritis (Kaakoush et al. 2015). La eficacia de este grupo
de farmacos para controlar agentes como Salmonella spp., Shiguella spp., Yersinia spp. y
Campylobacter spp., ademas de su capacidad para alcanzar altas concentraciones a nivel local,
posicionaron a las fluoroguinolonas como farmacos de eleccién para el tratamiento de
gastroenteritis bacterianas en la década de 1980 (Goossens et al. 1985; Segreti et al. 1989). Sin
embargo, como consecuencia de la rapida aparicion y propagacion de cepas de Campylobacter
resistentes a las fluoroquinolonas en la década de los 90, los macrdlidos se posicionaron como
los farmacos de eleccion para tratar casos graves de campilobacteriosis (Endtz et al. 1991; Allos

2001).

El desarrollo de resistencia a las quinolonas en Campylobacter se ha relacionado con el inicio
del uso de la enrofloxacina, una fluoroquinolona o quinolona de tercera generacion, en los
piensos para animales en diversos paises de Asia y Europa, Yy la aprobacién de su uso en medicina
veterinaria a comienzos de la década de los 90 (Endz et. al 1991; Allos 2001). No obstante, desde
hace algunos afios, se observa una tendencia creciente en la resistencia a macrélidos en cepas de
Campylobacter spp., especialmente a la eritromicina, la azitromicina y la clindamicina

(Luangtonkum et al. 2009), constituyéndose el aislamiento de estas cepas resistentes, tanto de



origen animal como de origen humano, en un serio problema de salud publica en algunos paises

(Vlieghe et al. 2008; Wieczorek and Osek 2013).

Dada la amplia distribucion de cepas resistentes a fluoroquinolonas, el uso de macrdélidos para el
tratamiento de estas infecciones se torné fundamental, aumentando considerablemente su uso e

influyendo en el desarrollo de resistencia a estos farmacos (Wieczorek and Osek 2013).

En laactualidad, el uso alternativo de otros antibidticos en el tratamiento de la campilobacteriosis
y su empleo en animales de produccion, han favorecido ademas el desarrollo y la propagacion
de cepas de Campylobacter spp. resistentes a aminoglicésidos y tetraciclinas (Wozniak et al.

2016).

Si bien existen multiples estudios al respecto, la frecuencia de aislamiento de cepas de
Campylobacter resistentes a antibidticos es altamente heterogénea, con datos de estudios de
paises como Noruega que reportan bajos niveles de resistencia a oxitetraciclina (1,3%) y nulos
para fluoroquinolonas, en cepas aisladas de pollos de engorde (Norstrom et al. 2007); que se
contraponen a los de un estudio en China, donde mas de un 98% de las cepas aisladas de estos

animales resultaron resistentes a quinolonas y/o tetraciclinas (Chen et al. 2010).

También se han llevado a cabo estudios en cepas de origen humano. Por ejemplo, un estudio
realizado en Bélgica en viajeros provenientes de distintas latitudes reportd resistencia a
macrolidos y/o fluoroquinolonas en un 70,5%, 60,6% y 30,6% de las muestras de viajeros

provenientes de Asia, Latinoamérica y Africa, respectivamente (Vlieghe et al. 2008).

Segun reportes del CDC, el nimero de infecciones por Campylobacter resistente a antibidticos
en los Estados Unidos asciende a 310.000 anualmente, con un total de 13.000 hospitalizaciones

y 120 muertes. Adicionalmente, entre los afios 2009 y 2011, un 23% y un 2% de todos los



aislamientos de Campylobacter en dicho pais resultaron resistentes a la ciprofloxacina y la

azitromicina, respectivamente (CDC 2013).

1.2. Justificacion

A pesar de la falta de datos acerca del comportamiento de los patdgenos resistentes en diversas
regiones geograficas, existen estimaciones acerca del costo econémico y humano que la
resistencia antimicrobiana podria representar en un futuro si no se toman acciones para
combatirla. De no tomar acciones para mitigar su impacto, para el afio 2050, se estima que unos
diez millones de personas moriran anualmente como consecuencia de infecciones con
microorganismos resistentes a nivel mundial. Esto representaria un costo econémico de 100
billones USD y una reduccion en el PIB de entre un 2% y un 3,5% en el mundo (Taylor et al.

2014).

Ante el hallazgo creciente de organismos resistentes, en el afio 2013, el CDC publicé un reporte
con los agentes microbianos que constituian algun tipo de amenaza para la salud puablica
estadounidense. En dicho reporte, los microorganismos fueron categorizados en tres niveles de
peligrosidad: “‘urgente” (nivel mas alto de peligrosidad), “serio” (nivel intermedio) y
“preocupante” (amenaza mas baja). Campylobacter spp. resistente a antibidticos fue
categorizado en dicho reporte como un microorganismo de peligrosidad “seria” (intermedio),
demandandose asi una accion rapida y sostenida con el fin de evitar el crecimiento del problema

(CDC 2013).

Cuatro afios mas tarde, la OMS publico la primera lista de patdgenos prioritarios resistentes a los

antibidticos, categorizandolos, al igual que el CDC, segln su orden de prioridad (critica, elevada



y media). En este reporte, Campylobacter spp. resistente a las fluoroguinolonas fue categorizado

como un patdgeno de prioridad elevada (OMS 2017).

En cuanto a salud publica veterinaria, el Cddigo Sanitario para los Animales Terrestres,
elaborado y publicado por la OIE, es un documento en el que se establece la normativa para
mejorar la “sanidad y el bienestar de los animales terrestres y la sanidad publica veterinaria en el
mundo” (OIE 2017), y sus disposiciones rigen el comercio de animales terrestres y productos
originados de los mismos. En dicho cddigo, que establece las pautas para la instauracion de
programas de vigilancia de los microorganismos resistentes asociados a los animales destinados
al consumo humano y sus productos, Campylobacter figura como uno de los agentes zoonéticos
que deberian ser monitoreados, principalmente en productos derivados de aves de corral. El
aislamiento, la identificacion bacteriana hasta nivel de especie y la realizacion de antibiogramas
son parte de los procedimientos que deben realizarse en el contexto de dichos programas (OIE

2017).

En Costa Rica, la presencia de Campylobacter ha sido ocasionalmente estudiada y reportada; en
1987 se estudid la presencia de este agente en pollo fresco en expendios, reportando una
frecuencia del 63,0% (Antillon et al. 1987). Posteriormente, un estudio transversal en muestras
de pollo de tres niveles de la cadena avicola (granja, planta de proceso y punto de venta), reveld
una prevalencia de Campylobacter spp. en 59,37% (N= 352) de las muestras a nivel nacional

(Zumbado 2016).

En cuanto a la resistencia a los antibiéticos, en el afio 1984 se evalu6 la sensibilidad de 81 cepas
de C. jejuni provenientes de nifios con diarrea a tres de estos farmacos: gentamicina, eritromicina

y ampicilina (Rodriguez et al. 1984). En dicho estudio, un 11% de las cepas mostro resistencia a
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la eritromicina y un 2% mostrd resistencia a la ampicilina, mientras que en ninguna de las cepas
evaluadas se reportd resistencia a la gentamicina. Sin embargo, no existen estudios a nivel
nacional acerca de la sensibilidad de Campylobacter spp. a los antibidticos que en la actualidad

se utilizan para tratar infecciones en humanos con este agente.

Ademas de la alta prevalencia de este agente y la escasez de estudios recientes, existe un factor
que hace de Campylobacter un microorganismo de estudio urgente en el territorio nacional: el
alto consumo de pollo en el pais. Este representa uno de los mas elevados de la regién, con un
consumo per capita de méas de 23 kg anuales de productos y subproductos de la cadena avicola,
superando en este rubro al resto de paises de Centroamérica (Wright 2010). Dado este escenario,
tanto a nivel nacional como a nivel global, una intervencién inmediata es necesaria no solo para
determinar las caracteristicas de Campylobacter en relacion con la resistencia a los antibiéticos,
sino también para establecer medidas correctivas y de prevencion que permitan eludir mayores

inconvenientes en un futuro.
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1.3. Objetivos

1.3.1. Objetivo general

1.3.1.1. Determinar los perfiles de sensibilidad a seis antibiGticos en cepas del género
Campylobacter aisladas de pollo de engorde en tres puntos de la cadena de produccidn avicola,

en Costa Rica.

1.3.2. Objetivos especificos

1.3.2.1. Identificar las cepas bacterianas del genero Campylobacter no susceptibles a los

diferentes antibidticos en estudio.

1.3.2.2. Determinar las frecuencias de la susceptibilidad, la multirresistencia, y el grado de
resistencia a los antibidticos en las cepas aisladas en cada uno de los tres puntos de la cadena de

produccion avicola.

1.3.2.3. Medir la relacion entre la susceptibilidad, la multirresistencia y el grado de resistencia

en las cepas analizadas, y la procedencia del aislamiento.
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2. MATERIALES Y METODOS

2.1. Procedencia de los aislamientos

Se caracterizd la susceptibilidad antimicrobiana de un total de 148 aislamientos de
Campylobacter spp. (n= 122 C. jejuni, n=10 C. coli, n= 16 Campylobacter spp.), obtenidos como
parte del estudio titulado “Prevalencia y especies de Campylobacter spp. en pollo de engorde,
confirmados mediante PCR, y factores asociados a la contaminacion por esta bacteria en tres
niveles de la cadena avicola de Costa Rica” (Zumbado 2016). Dichos aislamientos fueron

obtenidos a nivel nacional entre los meses de marzo y julio del afio 2015.

Las muestras fueron colectadas a partir de contenido cecal (CC) de aves procedentes de diversas
granjas (n= 50), enjuagues de carcasa en plantas de procesamiento (CA) (n= 55) y enjuague de
carcasas adquiridas en puntos de venta (PV) (n=43). Todos los aislamientos fueron analizados
mediante cultivo microbioldgico y PCR especie especifico, y posteriormente almacenados a -80
°C en el Laboratorio de Bacteriologia de la Escuela de Medicina Veterinaria de la Universidad

Nacional.

2.2. Procesamiento de las muestras

Las cepas estudiadas, que habian sido previamente identificadas y congeladas, fueron cultivadas
en agar sangre (agar base con un 5% de sangre ovina 0 equina), e incubadas a una temperatura
de 37°C durante 48 horas, bajo condiciones de microaerofilia (10% CO,, 5% Oz, 85% N>)
(Farace and Vifias 2007). Un segundo cultivo se realiz6 a partir de los crecimientos iniciales de
cada cepa, con el fin de asegurar un desarrollo bacteriano 6ptimo en los cultivos frescos que se
utilizaron para el ensayo de sensibilidad. Este segundo cultivo, o “repique”, se realizé bajo las

mismas condiciones que el primero.
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Los perfiles de sensibilidad a antibioticos se determinaron bajo la técnica de dilucion en agar, tal
como se describe en el documento VET01A4, publicado por el Clinical and Laboratory Standards
(CLSI, 2013). Para ello se prepararon medios de cultivo con diferentes concentraciones del

antibidtico a ensayar.

Posteriormente, las cepas a evaluar fueron inoculadas en cada uno de los medios preparados,
siguiendo una incubacion segun los requerimientos del agente. Finalmente, cada placa fue
evaluada para determinar el crecimiento de cada cepa, con el objetivo de definir la Concentracion

Minima Inhibitoria (CMI).

En el presente estudio se incluyeron los siguientes antibi6ticos: eritromicina, acido nalidixico,
ciprofloxacina, enrofloxacina, doxiciclina y cloranfenicol; en cinco concentraciones diferentes,

utilizando diluciones seriadas en un logaritmo de base 2, tal como se indica en el Cuadro 1.

Cuadro 1. Concentraciones de cada antibiotico que se incluyeron en el estudio.

Grupo Antibidtico Concentracion (pg/mL)
1 2 3 4 5
Macrolidos Eritromicina 4,00 8,00 16,00 32,00 64,00
Quinolonas Ciprofloxacina 0,50 1,00 2,00 4,00 8,00
Enrofloxacina 0,25 0,50 1,00 2,00 4,00
Acido nalidixico 8,00 16,00 32,00 64,00 128,00
Tetraciclinas Doxiciclina 1,00 2,00 4,00 8,00 16,00
Fenicoles Cloranfenicol 4,00 8,00 16,00 32,00 64,00

La seleccion de las concentraciones a ensayar se realizo tomando en cuenta los valores de corte

de CMI previamente establecidos para cada antibiotico (CLSI 2008; FDA 2011; CLSI 2015).
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Para la prueba de sensibilidad se utilizé una base de agar Mueller-Hinton suplementado con un
5% de sangre ovina desfibrinada. La preparacion de los medios de cultivo se llevd a cabo

siguiendo los lineamientos descritos en el documento VET01A4 (CLSI 2013).

Un total de 31 placas, una placa por cada antibidtico, a cada una de las concentraciones indicadas
en el Cuadro 1, y una placa adicional de control (sin antibidticos), fueron preparadas por cada
ensayo, inoculando entre 15y 20 cepas en cada placa. Se requirio de diez ensayos para evaluar
todas las cepas en estudio. Una vez inoculadas, las placas se incubaron durante 48 horas, a 37
°C, bajo condiciones de microaerofilia (CLSI 2015). Transcurrido este periodo, se evalud el

crecimiento de cada cepa en cada una de las placas.

Como parte de los controles establecidos para esta técnica, se utilizo la cepa de referencia
Campylobacter jejuni ATCC 33560, segun los rangos fijados en el documento VET01-S3 (CLSI
2015). Ademaés, una placa con agar Mueller-Hinton sin agentes antimicrobianos afiadidos fue

utilizada como control de crecimiento positivo.

2.3 Criterios de interpretacion

La CMI en cada una de las cepas en estudio se definié como la concentracion de antibidtico (en
png/mL) de la menor dilucién que inhibié completamente el desarrollo bacteriano (CLSI 2013).
Una vez obtenidos los valores para cada uno de los aislamientos, los resultados se cotejaron con

los establecidos en el Cuadro 2.
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Cuadro 2. Valores de corte de CMI para Campylobacter spp.

Antibiotico Referencia Criterios de interpretacion CMI’s (ug/ml)
Susceptibles No susceptibles
Susceptible Intermedio Resistente
Eritromicina CLSI, M45 (2015)? <8 16 >32
Ciprofloxacina  CLSI, M45 (2015)? <1 2 >4
Doxiciclina CLSI, M45 (2015)? <2 4 >8
Acido FDA, NARMS (2011)° <16 32 > 64
nalidixico
Enrofloxacina® CLSI, M31-A3 (2008)? <0,5 0,5-1 >2
Cloranfenicol FDA, NARMS (2011)° <8 16 >32

2 Clinical and Laboratory Standards Institute, ® U.S Food and Drug Administration.

¢ Dado que no existe un valor de referencia para este agente en Campylobacter spp, se utilizara el punto
de corte establecido para patdgenos veterinarios segin el documento M31-A3 (CLSI 2008), que coincide
con el utilizado por diversos autores (Aarestrup et al. 1997; Inglis et al. 2010; Shin et al. 2015).

Para el analisis de los perfiles de sensibilidad, las cepas fueron clasificadas como Susceptibles y
No Susceptibles (cepas de las categorias Intermedio y Resistente). Esta clasificacion responde a
que las cepas en la categoria Intermedio presentan una CMI por encima del limite requerido para
ser consideradas susceptibles, es decir, podrian no responder adecuadamente a un tratamiento

antibidtico en las condiciones terapéuticas usuales (CLSI 2013).

Aquellas cepas que fueron clasificadas como No susceptibles para un antibidtico, resultaron
clasificadas como No susceptibles para el grupo de antibidticos al que pertenece dicho farmaco.
Asimismo, aquellas cepas que fueron clasificadas como Resistentes a tres 0 mas grupos de

antibidticos segin su CMI fueron consideradas Multirresistentes (NARMS 2016).
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2.4. Andlisis estadistico

Se realiz6 un andlisis estadistico descriptivo, orientado a determinar medidas de frecuencia de
susceptibilidad y no susceptibilidad, la presencia de cepas multirresistentes y el grado de
resistencia en los diferentes eslabones de la cadena avicola en Costa Rica. Adicionalmente, se
midié la relacion entre dichas variables (variables dependientes) y la procedencia de los
aislamientos (variable independiente), calculando medidas de asociacion como Chi cuadrado y
la relacién de probabilidades, mediante tablas de contingencia (kx3), utilizando para este fin el

software Minitab®.

Para su interpretacion, se establecié como valor umbral de significancia (o) el 5%, ademas la no
inclusion del valor 1 en el intervalo de confianza al 95%. Un valor p < 0.05 fue considerado

significativo.

2.5 Definicion de variables

2.5.1. Variables independientes:

Procedencia: Variable cualitativa nominal. Punto de la cadena avicola en que fue colectada la

2 ¢

muestra de donde fue aislada la cepa: “granja”, “planta de procesamiento” y “punto de venta”.

2.5.2. Variables dependientes:

Susceptibilidad: Variable cualitativa dicotomica. Cepa clasificada como “susceptible” o “no

susceptible” segun el valor de corte de CMI, para cada antibidtico.

Multirresistencia: Variable cualitativa dicotdmica. Cepa clasificada como “multirresistente”
(resistente a tres o mas grupos de antibidticos) o “no multirresistente” (resistente a menos de tres

grupos de antibioticos).



17

Grado de resistencia: Variable cuantitativa discreta. Concentracion minima inhibitoria (en

pg/mL) para cada cepa, para cada uno de los antibioticos en estudio.
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3. RESULTADOS

3.1. Aspectos generales

Los perfiles de sensibilidad obtenidos mostraron susceptibilidad a los seis antibidticos incluidos
en el estudio en un 8,11% (12/148, 1C 95% 4,26%-13,73%) de las cepas, mientras que un 91,89%
(136/148, IC 95% 86,27%-95,74%) resultdé no susceptible a al menos uno de los antibi6ticos

ensayados.

La distribucion de las cepas clasificadas como no susceptibles a al menos uno de los antibidticos,

segun la procedencia del aislamiento, se muestra en la Figura 1.

100%
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Cepas susceptibles  m Cepas no susceptibles

Figura 1. Porcentaje de cepas de Campylobacter spp. susceptibles a seis antibiéticos y cepas no
susceptibles a al menos uno de los seis antibidticos ensayados, segun el punto de la cadena
avicola de procedencia de los aislamientos.
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La prevalencia de no susceptibilidad en las cepas procedentes de granjas fue de un 90,00%
(45/50, IC 95% 78,19%-96,67%), en los aislamientos obtenidos de pollo de plantas de
procesamiento fue de un 94,55% (52/55, IC 95% 84,88%-98,86%), mientras que en aquellas
cepas provenientes de pollo de punto de venta dicho valor fue de 90,70% (39/43, 1C 95% 77,86%-

97,41%).

Adicionalmente, no se hall6 ninguna asociacion entre la no susceptibilidad de las cepas a al
menos uno de los antibidticos incluidos y su procedencia segun el punto de la cadena avicola

(Cuadro 3).

Cuadro 3. Resumen de medidas de asociacion entre la procedencia de cepas de Campylobacter
spp. y la no susceptibilidad a al menos uno de los seis antibidticos incluidos en el estudio
(predictores: punto de la cadena avicola CC, CA 'y PV, respuesta: no susceptibilidad de las cepas
a al menos uno de los antibi6ticos).

Punto de la cadena avicolal? Relacion de IC 95% Valor de p
probabilidades
A B
CcC CA 0,5192 0,1175-2,2945 0,379
PV CA 0,5626 0,1190-2,6594 0,465
PV CC 1,0833 0,2717-4,3188 0,910

lce: Granja, CA: Planta de procesamiento, PV: Punto de venta.
?Resultados punto A respecto a punto B.

3.2. Perfiles de sensibilidad por cada antibi6tico

Los perfiles de sensibilidad obtenidos evidenciaron la presencia de cepas no susceptibles a cada

uno de los antibioticos ensayados. Dicha informacion se resume en el Cuadro 4.
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Cuadro 4. Frecuencia absoluta y relativa de susceptibilidad y no susceptibilidad ante seis
antibioticos para 148 cepas de Campylobacter spp. aisladas de pollo de engorde de tres puntos
de la cadena de produccién avicola en Costa Rica.

% (1C 95%)

n cepas no
susceptibles

% (1C 95%)

Antibidtico n cepas
susceptibles

Eritromicina 144
Ciprofloxacina 21
Enrofloxacina 21
Acido nalidixico 13
Doxiciclina 111
Cloranfenicol 140

97,30 (93,22-99,26)
14,19 (9,00-20,87)
14,19 (9,00-20,87)
8,78 (4,76-14,55)

75,00 (67,22-81,75)

94,59 (89,63-97,64)

4

127

127

135

37

2,70 (0,74-6,78)
85,81 (79,13-90,99)
85,81 (79,13-90,99)
91,22 (85,45-95,24)
25,00 (18,25-32,77)

5,41 (2,36-10,37)

La mayoria de las cepas evaluadas resultaron susceptibles a la eritromicina, la doxiciclina y el

cloranfenicol, con una prevalencia de no susceptibilidad a dichos antibi6ticos de un 2,70%,

25,00% vy 5,41% respectivamente. Por otra parte, la mayor parte de las cepas evaluadas fueron

clasificadas como no susceptibles a la ciprofloxacina, la enrofloxacina y el acido nalidixico, con

un porcentaje de 85,81%, 85,81% y 91,22% de no susceptibilidad, respectivamente.

El namero total de cepas clasificadas como no susceptibles a cada uno de los antibiéticos esta

dado por la suma de las cepas clasificadas en las categorias Resistente e Intermedio. EI nimero

de cepas correspondientes a dichas categorias, por cada uno de los antibi6ticos ensayados, se

resume en el Cuadro 5.



21

Cuadro 5. Frecuencia absoluta (%) de cepas de Campylobacter spp. clasificadas como no
susceptibles de acuerdo con las categorias de Intermedio y Resistente segun su sensibilidad
(CMI) a seis antibioticos.

Antibidtico n cepas n cepas N

Intermedio (%0) Resistente (%0) (% de 148)

Eritromicina 3(2,02) 1(0,68) 4 (2,70)
Ciprofloxacina 1(0,78) 126 (85,14) 127 (85,81)
Enrofloxacina 0 (0,00) 127 (85,81) 127 (85,81)
Acido nalidixico 1 (0,68) 134 (90,54) 135 (91,22)
Doxiciclina 3(2,03) 34 (22,97) 37 (25,00)

Cloranfenicol 8 (5,41) 0 (0,00) 8 (5,41)

Para cuatro de los antibidticos (ciprofloxacina, enrofloxacina, &cido nalidixico y doxiciclina), la
mayor parte de las cepas clasificadas como no susceptibles correspondid a cepas resistentes. En
el caso de la eritromicina, se hall6 un mayor nimero de cepas intermedias que de cepas
resistentes. Finalmente, para el cloranfenicol, todas las cepas no susceptibles correspondieron a

cepas de la categoria Intermedio.

3.3. Perfiles de sensibilidad por antibiético, por punto de la cadena avicola

La mayor parte de las cepas procedentes de contenido cecal de aves, correspondiente al punto de
la cadena avicola “granjas”, mostro susceptibilidad a la eritromicina, la doxiciclina y el
cloranfenicol, con una prevalencia de no susceptibilidad del 4,00%, 28,00% y 2,00%
respectivamente. Por otra parte, la mayoria de las cepas procedentes del mismo punto resultaron
no susceptibles a la ciprofloxacina, observandose esta caracteristica en un 80,00% de los

aislamientos, a la enrofloxacina, con un 82,00% de cepas no susceptibles, y el acido nalidixico,
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con un 90,00%. ElI Cuadro 6 muestra las frecuencias relativas de susceptibilidad a cada

antibiotico en dichos aislamientos.

Cuadro 6. Frecuencias absolutas y relativas de susceptibilidad y no susceptibilidad a seis
antibiodticos en 50 cepas de Campylobacter spp. procedentes del punto de la cadena avicola

“granjas”.
Antibiotico n cepas % (IC 95%) n cepas no % (I1C 95%)
susceptibles susceptibles

Eritromicina 48 96,00 (86,28-99,51) 2 4,00 (0,49-13,71)
Ciprofloxacina 10 20,00 (10,03-33,72) 40 80,00 (66,28-89,97)
Enrofloxacina 9 18,00 (8,58-31,44) 41 82,00 (68,56-91,42)

Acido nalidixico 5 10,00 (3,32-21,81) 45 90,00 (78,19-96,67)

Doxiciclina 36 72,00 (57,51-83,77) 14 28,00 (16,23-42,49)

Cloranfenicol 49 98,00 (89,35-99,95) 1 2,00 (0,05-10,64)

En los aislamientos procedentes de planta de procesamiento, el segundo punto de la cadena

avicola incluido en el estudio, los resultados fueron similares, con un mayor nimero de cepas

susceptibles a la eritromicina, el cloranfenicol y la doxiciclina (Cuadro 7).
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Cuadro 7. Frecuencias absolutas y relativas de susceptibilidad y no susceptibilidad a seis
antibioticos en 55 cepas de Campylobacter spp. procedentes del punto de la cadena avicola
“planta de procesamiento”.

Antibidtico n cepas % (1C 95%) n cepas no % (1C 95%)
susceptibles susceptibles
Eritromicina 54 98,18 (90,28-99,95) 1 1,82 (0,04-9,71)
Ciprofloxacina 3 5,45 (1,14-15,12) 52 94,55 (84,88-98,86)
Enrofloxacina 3 5,45 (1,14-15,12) 52 94,55 (84,88-98,86)
Acido nalidixico 3 5,45 (1,14-15,12) 52 94,55 (84,88-98,86)
Doxiciclina 42 76,36 (62,98-86,77) 13 23,64 (13,23-37,02)
Cloranfenicol 54 98,18 (90,28-99,95) 1 1,82 (0,04-9,71)

Para los dos primeros, la prevalencia de no susceptibilidad fue de 1,82%, mientras que para la
doxiciclina este valor correspondio a un 23,64%. La frecuencia de no susceptibilidad de las

mismas cepas a la ciprofloxacina, la enrofloxacina y el &cido nalidixico fue de 94,55%.

En las cepas aisladas de pollo de punto de venta, el tercer eslabon de la cadena avicola del estudio,
se observo el mismo patrén de sensibilidad, con una mayor frecuencia de susceptibilidad a la
eritromicina, la doxiciclina y el cloranfenicol, y una menor frecuencia de cepas susceptibles a la

ciprofloxacina, la enrofloxacina y el acido nalidixico (Cuadro 8).
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Cuadro 8. Frecuencias absolutas y relativas de susceptibilidad y no susceptibilidad a seis
antibioticos en 43 cepas de Campylobacter spp. procedentes del punto de la cadena avicola
“punto de venta”.

Antibiotico n cepas % (I1C 95%) n cepas no % (IC 95%)
susceptibles susceptibles
Eritromicina 42 97,67 (87,71-99,94) 1 2,33 (0,06-12,29)
Ciprofloxacina 8 18,60 (8,39-33,40) 35 81,40 (66,60-91,61)
Enrofloxacina 9 20,93 (10,04-36,04) 34 79,07 (63,96-89,96)
Acido nalidixico 5 11,63 (3,89-25,08) 38 88,37 (74,91-96,11)
Doxiciclina 33 76,74 (61,37-88,24) 10 23,26 (11,76-38,63)
Cloranfenicol 37 86,05 (72,06-94,70) 6 13,95 (5,30-27,93)

La prevalencia de no susceptibilidad en las cepas correspondientes a este punto fue la siguiente:
para eritromicina, doxiciclina y cloranfenicol, se observaron prevalencias del 2,33%, 23,26% y
13,95%, respectivamente; en el caso de la ciprofloxacina, la enrofloxacina y el acido nalidixico,

las frecuencias respectivas fueron de 81,40%, 79,07% y 88,37%.

Ademas, se encontrd una asociacion entre la no susceptibilidad de las cepas a la ciprofloxacina,
la enrofloxacina y el cloranfenicol y el punto de la cadena avicola de procedencia de las cepas

(Cuadro 9).
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Cuadro 9. Resumen de medidas de asociacion entre el punto de la cadena avicola de procedencia
de cepas de Campylobacter spp. y la no susceptibilidad a cada uno de los seis antibidticos
incluidos en el estudio (predictores: punto de la cadena avicola CC, CA y PV, respuesta: no
susceptibilidad).

Antibiético Punto de la Relacién de IC 95% Chi Valor de p
cadena probabilidades Cuadrado
avicolal?
Punto Punto
A B
Eritromicina CC CA 2,2500 0,1977 - 25,6020 0,500
PV CA 1,2857 0,0781 - 21,1640 0,49 0,861
PV CC 0,5714 0,0500 - 6,5293 0,645
Ciprofloxacina CcC CA 0,2308 0,0596-0,8941 0,021
PV CA 0,2524 0,0626-1,0178 624 0040
PV cC 1,0937 0,3887-3,0774 0865
Enrofloxacina ~ CC CA 0,2628 0,0668-1,0335 0,040
PV CA 0,2179 0,0550- 0,8631 6,34 0,019
PV cC 0,8293 0,2961-2,3222 0722
Acido CC CA 0,5192 0,1175-2,2945 0,379
nalidixico PV  CA 0,4385 0,0087-1,9478 136 0270
PV CC 0,8444 0,2272-3,1380 0,801
Doxiciclina CC CA 1,2564 0,5230-3,0182 0,610
PV CA 0,9790 0,3816-2,5115 0,36 0,965
PV cC 0,7792 0,3047-1,9927 © 0601
Cloranfenicol cC CA 1,1020 0,0671-18,0983 0,946
PV CA 8,7568 1,0120-75,7741 7,69 0,017
PV cC 7,9459 0,9167-68,8736 0,024

lce: Granja, CA: Planta de procesamiento, PV: Punto de venta.
%Resultados punto A respecto a punto

Para la ciprofloxacina, se determin6 una asociacion protectora del punto de la cadena avicola

"granja" respecto al punto “planta de procesamiento” (RP=0,23 IC 95% 0,06-0,89) (p=0,021).
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En el caso de la enrofloxacina, la procedencia de las cepas de puntos de venta mostrd ser un
factor protector respecto a la procedencia de plantas de procesamiento (RP=0,22 IC 95% 0,06-
0,86) (p=0,019). Para el cloranfenicol, se hallé una asociacion positiva entre la no susceptibilidad
de las cepas y la procedencia de puntos de venta, respecto a las plantas de procesamiento (RP=

8,76 IC 95% 1,01-75,78) (p=0,017).

3.4. Grado de resistencia

Para determinar el grado de resistencia de cada una de las cepas se utilizé la CMI. Dado que para
cada antibidtico se ensayaron cinco concentraciones diferentes, las cepas se clasificaron en seis

categorias, o grados, de forma ascendente, segin su CMI.

De esta manera, el Grado 1 correspondi6 a aquellas cepas cuya CMI estuvo en la concentracion
de antibidtico més baja, y el Grado 5 a las cepas cuya CMI se ubicd en la concentracion mas alta.
El grado 6 incluy6 a aquellas cepas cuyo crecimiento no fue inhibido por la concentracion de
antibidtico mas alta. En el Cuadro 10 se muestran las frecuencias observadas para cada grado de

resistencia, por cada antibiético.
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Cuadro 10. Frecuencias absolutas (%) para cada grado de resistencia segun la CMI en 148 cepas
de Campylobacter spp. a los seis antibidticos incluidos en el estudio.

Antibidtico Grado 1 Grado2 Grado3 Grado4 Grado5 Gradob6
Eritromicina 144 0 3 1 0 0
(97,30) (0) (2,03) (0,68) (0) (0)
Ciprofloxacina 17 4 1 3 7 116
(11,49) (2,70) (0,68) (2,03) (4,73) (78,38)
Enrofloxacina 21 0 0 35 58 34
(14,19) 0) O (23,65) (39,19) (22,97)
Acido nalidixico 11 2 1 2 12 120
(7,43) (1,35) (0,68) (1,35) (8,11) (81,08)
Doxiciclina 103 8 3 2 10 22
(69,59) (5,41) (2,03) (1,35) (6,76) (14,86)
Cloranfenicol 117 23 8 0 0 0
(79,05) (15,54) (5,41) (0) (0) (0)

En el caso de la eritromicina y el cloranfenicol, la mayoria de las cepas tuvieron una CMI baja
(Grado 1), con una frecuencia de 97,30% y 79,05%, respectivamente. Para la ciprofloxacina y el
acido nalidixico, en ese orden, un 78,38% y un 81,08% de las cepas tuvieron una CMI por encima
de las concentraciones ensayadas (Grado 6). En el caso de la enrofloxacina, las cepas clasificadas
en el Grado 5 fueron las més frecuentes, con un 39,19% de las cepas inhibidas solo por la
concentracion mas alta de dicho antibiético. Ninguna de las cepas fue clasificada dentro de las
categorias Grado 5 y Grado 6 en el caso de la eritromicina, asimismo, no se hallaron cepas para

estas categorias, ni de Grado 4, para el cloranfenicol.

Adicionalmente, no se hallé ninguna asociacion entre el grado de resistencia y el punto de la

cadena avicola de procedencia de las cepas (Cuadro 11).
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Cuadro 11. Resumen de medidas de asociacion entre el punto de la cadena avicola de procedencia
de cepas de Campylobacter spp. y el grado de resistencia a los seis antibioticos ensayados

(predictores: punto de la cadena avicola CC, CA y PV, respuesta: grado de resistencia).

Antibiético Punto de la Coeficiente Error Valor  Relacion de IC 95%
cadena estandar dep probabilidades
avicolal?
A B

Eritromicina CA CcC 0,786463 1,23712 0,525 2,20 0,19 -24,81
PV CC 0,555080 1,24708 0,656 1,74 0,15 -20,07
PV CA -0,231383 1,42628 0,871 0,79 0,05-12,99
Ciprofloxacina  CA cC -0,904727 0,497644 0,069 0,40 0,15 -1,07
PV CcC -0,196362 0,467232 0,674 0,82 0,33 -2,05
PV CA 0,708365 0,524203 0,177 2,03 0,73 -5,67
Enrofloxacina CA CcC -0,441253 0,356195 0,215 0,64 0,32 -1,29
PV cC -0,207408 0,377132 0,582 0,81 0,39-1,70
PV CA 0,233846 0,370359 0,528 1,26 0,61-2,61
Acido CA CC -0,918265 0,542730 0,091 0,40 0,14-1,16
nalidixico py, o 00004740  0,484883 0,999 1,00 0,39 -2,59
PV CA 0,918739 0,558767 0,100 2,51 0,84 - 7,49
Doxiciclina CA CC 0,0695024 0,417608 0,868 1,07 0,47 -2,43
PV cC 0,0025144 0,441253 0,995 1,00 0,42 -2,38
PV CA -0,0669880 0,434925 0,878 0,94 0,40 - 2,19

Cloranfenicol ~ CA cC -0,357302 0,508579 0,482 0,70 0,26-1,90
PV CcC -0,711382 0,514593 0,167 0,49 0,18-1,35

PV CA -0,354076 0,471901 0,453 0,70 0,28-1,77

lce: Granja, CA: Planta de procesamiento, PV: Punto de venta.

ZResultados punto A respecto a punto B.
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3.5. Perfiles de sensibilidad por grupos de antibiodticos

Para clasificar las cepas segun su perfil de sensibilidad a cada uno de los grupos antibioticos
incluidos en el estudio, toda cepa que resultara no susceptible a alguno de los antibidticos

pertenecientes al grupo en cuestion, fue clasificada como no susceptible a dicho grupo.

La mayoria de las cepas analizadas resultaron no susceptibles a al menos una de las quinolonas
incluidas en el estudio (ciprofloxacina, enrofloxacina y acido nalidixico), con una prevalencia de
no susceptibilidad del 91,89% (136/148, IC 95% 86,26%-95,74%). Para los macrélidos, las
tetraciclinas y los fenicoles, la prevalencia de no susceptibilidad fue de 2,70% (4/148, IC 95%
0,74%-6,77%), 25% (37/148, 1C 95% 18,25%-32,77%) y 5,41% (8/148, IC 95% 2,36%-10,37%),

respectivamente. Dicha informacion se refleja en el gréfico de la Figura 2.

2,70% 91,89% 25,00% 5,41%
—

100%

90%

80%

70%
60%

50% 97,30%
40%

94,59%
75,00%

30%

20%

10%

8,11%

0%
Macrolidos Quinolonas Tetraciclinas Fenicoles

Susceptibles  ®m No susceptibles

Figura 2. Porcentaje de cepas de Campylobacter spp. (N=148) susceptibles y no susceptibles a
los cuatro grupos de antibioticos incluidos en el estudio.
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En cuanto a los perfiles de sensibilidad observados, la Figura 3 muestra las frecuencias absolutas

y relativas de cada uno.

Perfiles (n)
Quin+Tetra+Macr (1) | 0,680%
Quin+Tetra+Fen (3) [ 2.030%
Quin+Macr (3) I 2,030%
Quin+Fen (5) [ 3.380%
Susceptibles (12) - 8,110%
Quin+Tetra (33) |GGG 22.300%
quin o) | . /0%

0,000%  10,000% 20,000% 30,000% 40,000% 50,000% 60,000% 70,000%

Figura 3. Frecuencia de los patrones de sensibilidad observados en cepas de Campylobacter spp.
aisladas de tres puntos de la cadena avicola en Costa Rica.

La no susceptibilidad anicamente al grupo de las quinolonas fue el patrén observado con mayor
frecuencia (61,49%), seguido por la no susceptibilidad a quinolonas y tetraciclinas, con un
22,30% de las cepas mostrando dicho perfil. Con una frecuencia considerablemente menor, el
tercer patron mas observado fue la susceptibilidad a los cuatro grupos de antibidticos incluidos
en el estudio, con un 8,11% de las cepas exhibiendo dicha caracteristica, seguido de las cepas no
susceptibles a las quinolonas y los fenicoles (3,38%), las cepas no susceptibles a quinolonas y

macrolidos (2,03%), aquellas que mostraron no susceptibilidad a quinolonas, tetraciclinas vy
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fenicoles (2,03%) y finalmente las cepas no susceptibles a quinolonas, tetraciclinas y macrolidos

(0,68%).

Para finalizar, las cepas no susceptibles al grupo de las quinolonas (136/148) mostraron

diferentes patrones de sensibilidad (Figura 4).

Patrones (n)

ENR (1) |o,730%
ENR+NAL (1) |o,730%
CIP+NAL (2) I 1,480%

NAL (7) . 5,150%

o I - -

0,000% 20,000% 40,000% 60,000% 80,000% 100,000%

Figura 4. Frecuencia de los patrones de sensibilidad observados en las cepas de Campylobacter
spp. no susceptibles a quinolonas, aisladas de tres puntos de la cadena avicola en Costa Rica.

La mayoria de estas cepas (91,91%), resultaron no susceptibles a los tres antibidticos analizados.
Un namero considerablemente menor (5,15%) resulté no susceptible Unicamente al acido
nalidixico. Un 1,48% de las cepas mostré no susceptibilidad a la ciprofloxacina y el acido
nalidixico. Finalmente, un porcentaje menor de las cepas resulto no susceptible a la enrofloxacina

y el acido nalidixico, o a la enrofloxacina inicamente (0,73%).



32

3.6. Multirresistencia

Ninguna de las cepas analizadas fue clasificada como multirresistente ante las familias de
antibidticos incluidas en este estudio.



33

4. DISCUSION

Los resultados obtenidos a partir del anlisis de las cepas muestran, en términos generales, una
alta prevalencia de no susceptibilidad a al menos uno de los antibidticos incluidos en el estudio,
siendo esta dada, en su mayoria, por no susceptibilidad a las quinolonas y la doxiciclina, y en
menor proporcion, a la eritromicina y el cloranfenicol. Esto coincide con los hallazgos de
maltiples investigaciones a nivel mundial, que evidencian niveles altos de no susceptibilidad a
algunos antibioticos en cepas de Campylobacter spp. aisladas en distintos puntos de la cadena de

produccion avicola.

En Polonia, por ejemplo, se han reportado prevalencias de hasta 100% Yy 78,6% de resistencia a
la ciprofloxacina y a la tetraciclina respectivamente, en cepas de Campylobacter spp. aisladas de
heces de pollos de engorde (Wozniak et al. 2017). Estos resultados fueron similares a los
obtenidos en otro estudio en el cual se analizaron cepas procedentes de carne y menudillos de
pollo, que mostraron prevalencias de resistencia a la ciprofloxacina (97,9%) y tetraciclina
(64,3%) semejantes, y niveles considerablemente inferiores de resistencia a la eritromicina

(9,1%), en ese mismo pais (Mackiw et al. 2012).

De manera similar, en un estudio en China, en el que se analizaron 290 cepas de Campylobacter
jejuni y Campylobacter coli procedentes de heces y carcasas de pollo de engorde, todas las cepas
analizadas mostraron no susceptibilidad a uno o mas antibi6ticos. Para las cepas de C. jejuni, la
prevalencia de resistencia a fluoroquinolonas y tetraciclinas fue superior a un 70%, mientras que
un 16,3% y 14,3% resultaron resistentes al florfenicol y la eritromicina, respectivamente. En el
caso de C. coli; sin embargo, se observo mas de un 90% de cepas resistentes a fluoroquinolonas,

tetraciclina y eritromicina, y un 8,5% resistentes al florfenicol (Han et al. 2016).
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En Europa, datos oficiales indican que, en aislamientos procedentes de pollos de engorde y pavos,
la presencia de resistencia a las quinolonas (ciprofloxacina y &cido nalidixico) y las tetraciclinas
es alta, con bajos niveles de no susceptibilidad a la eritromicina. De acuerdo con un reporte de la
ECDC, en cepas de Campylobacter jejuni aisladas de pollo de engorde, las prevalencias de
resistencia en 25 paises miembros en el afio 2014 fueron de 69,8%, 65,1%, 54,4% y 5,9% para
la ciprofloxacina, el acido nalidixico, la tetraciclina y la eritromicina, respectivamente. En carne
de pollo, los datos resultaron muy similares, con frecuencias de resistencia de 65,7%, 61,8%,

36,3% y 1,6%, para los mismos antibioticos (ECDC 2016).

Otros estudios que mostraron patrones semejantes de sensibilidad a los antibidticos en cepas
aisladas en distintos puntos de la cadena avicola se han llevado a cabo en Espafia (Torralbo et al.
2015), Arabia (Senok et al. 2007), Republica Checa (Bardon et al. 2011), México (Zaidi et al.

2012) y Kenia (Nguyen et al. 2016).

Sin embargo, y a pesar de que gran parte de los estudios desarrollados muestran una tendencia
semejante, no existe completa homogeneidad entre los reportes de susceptibilidad a antibi6ticos
en cepas de Campylobacter spp. aisladas de pollo de engorde alrededor del mundo, sino que las
frecuencias registradas en las distintas regiones geograficas han sido variables. En Noruega, por
ejemplo, al analizar cepas procedentes de pollos de engorde, se hallaron bajos niveles de
resistencia a oxitetraciclina (1,3%), y un 100% de susceptibilidad a las quinolonas y la

eritromicina (Norstrom et al. 2007).

En Sudafrica, el estudio de 56 cepas de Campylobacter jejuni aisladas de pollo de pollos de

engorde, mostré un 91% de susceptibilidad a la ciprofloxacina, con niveles intermedios de
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resistencia a la eritromicina (50%) y niveles altos de no susceptibilidad a la tetraciclina (98,2%)

(Bester and Essack 2008).

Esta disparidad entre los hallazgos en distintas regiones podria responder a distintos factores. En
primera instancia, no existe un protocolo que se ajuste a la variedad de condiciones que se
presentan en los distintos paises, que permita establecer un sistema de vigilancia homogéneo y
monitorear la emergencia y diseminacion de resistencia en este patdgeno a nivel global (Zbrun
et al. 2015). Diferencias importantes entre el origen de las muestras, las técnicas y condiciones
del muestreo, y la interpretacion de los resultados, podrian impedir una comparacion adecuada
de los diferentes estudios realizados para determinar la prevalencia de no susceptibilidad en cepas
de Campylobacter spp. aisladas de distintos puntos de la cadena avicola (Nobile et al. 2013). No
obstante, los métodos disponibles para el estudio de la sensibilidad a antibidticos producen
resultados comparables entre si, por lo que, en este sentido, no se esperaria un sesgo importante

asociado a este aspecto (Luber et al. 2003).

Entre estudios con metodologias y muestreos semejantes, las profundas disimilitudes
encontradas entre las frecuencias de no susceptibilidad a antibidticos podrian ser el resultado de
diferencias en cuanto a las politicas regionales y nacionales que regulan el uso de antimicrobianos
en piensos de animales y como tratamiento de enfermedades, particularmente en producciones

avicolas (Han et al. 2016).

En el caso de las quinolonas, la emergencia de cepas no susceptibles ha sido tradicionalmente
asociada con la introduccion del uso de esta familia de antibiodticos, particularmente la
enrofloxacina, en animales de produccion (Threlfall 2004). Este fendmeno, cuyo origen se

remonta a la década comprendida entre 1985 y 1995, ha sido documentado en diversos paises
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alrededor del mundo. Endtz y colaboradores, en 1991, analizaron la susceptibilidad a las
quinolonas en 883 aislamientos procedentes de humanos y aves de produccién, obtenidos entre

1982 y 1989 en Holanda.

La coincidencia temporal entre la aparicién de cepas resistentes a estos antibidticos y la
implementacion del uso de enrofloxacina en medicina veterinaria en dicho pais, aunada a que la
via de transmision de cepas de Campylobacter spp. hacia los seres humanos es principalmente
alimentaria, sugieren una relacion entre este evento y la emergencia de resistencia a quinolonas
en estas bacterias (Endtz et al. 1991). Asimismo, datos de diferentes paises, incluyendo Finlandia,
Francia, Estados Unidos, Reino Unido, Dinamarca, Austria e Italia, muestran una coincidencia
entre el aumento de la incidencia de resistencia a quinolonas en cepas aisladas de seres humanos

y la aprobacidn del uso de este tipo de farmacos en animales (Engberg et al. 2001).

Debido a esto, y como medida para reducir la prevalencia de resistencia antimicrobiana, en
algunos lugares (Australia, Francia, Estados Unidos) se ha restringido el uso de antibi6ticos en
animales de produccion. Sin embargo, no en todos los casos dicha medida ha tenido el mismo

impacto.

En Australia, el uso de quinolonas en animales de produccién nunca ha sido aprobado. En dicho
pais, estudios en cepas de Campylobacter spp. aisladas de pollo de engorde y de seres humanos,
han mostrado ausencia de resistencia a ciprofloxacina y &cido nalidixico en cepas procedentes
del primer grupo, y niveles muy bajos de resistencia a quinolonas en aislamientos del segundo
grupo, todos ellos asociados a infecciones adquiridas fuera del pais (Unicomb et al. 2003; Miflin

et al. 2007).
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En el estado de Louisiana, Estados Unidos, donde el uso de enrofloxacina en producciones
avicolas fue prohibido en el afio 2005 por la FDA, un estudio posterior a esta medida demostro
una disminucion en los niveles de resistencia a ciprofloxacina en cepas aisladas de pollos de
engorde en granjas convencionales, alcanzando proporciones bajas (6,1%) y muy similares a

aquellas encontrados en cepas procedentes de aves de granjas organicas (Han et al. 2009).

En contraste, en Francia, un estudio acerca de la resistencia a los antibioticos en cepas de
Campylobacter aisladas de pollo de engorde (heces y piel de carcasas) en plantas de
procesamiento (Desmonts et al. 2004), que compard la prevalencia de no susceptibilidad en dos
periodos: antes y después de la prohibicion del uso de antibioticos como promotores de
crecimiento en animales de produccién, mostré un aumento significativo en la prevalencia de
cepas de Campylobacter coli no susceptibles a acido nalidixico, fluoroquinolonas, tetraciclina y
eritromicina, a pesar de la implementacion de dicha medida para combatir el surgimiento y

diseminacion de cepas resistentes.

Las diferencias en el impacto de estas medidas usualmente estan asociadas con un aumento en el
uso terapéutico de antibidticos en medicina veterinaria tras la prohibicion de su uso como
promotores de crecimiento (DANMAP 2002; Desmonts et al. 2004), o con un inicio muy
prematuro del muestreo, cuando los efectos de las medidas de mitigacion aun no son perceptibles
(Desmonts et al. 2004). Asimismo, existen estudios que demuestran la persistencia de cepas
resistentes a quinolonas en aves y productos de granjas que han cesado el uso de estos
antibioticos, incluso varios afios después de haber retirado estos antibioticos de sus sistemas

productivos (Price et al. 2005).
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Ademas, la prohibicion del uso de determinados antibioticos, podria producir la migracion a otro
tipo de principios activos, afectando la prevalencia de resistencia a otros antimicrobianos. Por
ejemplo, en el estado de Louisiana, previamente mencionado, la proporcién de cepas de
Campylobacter spp. aisladas de pollos de engorde resistentes a tetraciclinas y macrélidos se ha
reportado en 31,5% y 20% respectivamente (Han et al. 2009). En Australia, se ha encontrado una

prevalencia de resistencia a la tetraciclina de 19,2% (Miflin et al. 2007).

Las dindmicas de la emergencia, la transmision y la perpetuacion de la resistencia, también deben
considerarse al analizar las diferencias en la distribucion y la prevalencia de cepas de
Campylobacter spp. resistentes. En el caso de las quinolonas, mutantes resistentes aparecen
rapidamente gracias a la actividad sinérgica entre mutaciones cromosomicas Yy la actividad de
bombas de eflujo (Yan et al. 2006; Luangtongkum et al. 2009). Adicionalmente, la exposicién a
ciprofloxacina induce la expresiéon del gen mfd, que codifica para un factor de acoplamiento
reparador de la transcripcion, promoviendo la emergencia de cepas resistentes a estos farmacos

(Han et al. 2008).

Esto implicaria que el tratamiento con quinolonas no solamente selecciona las cepas resistentes
preexistentes, sino que podria ser responsable de la aparicion de nuevas cepas no susceptibles
durante la terapia (Luangtongkum et al. 2009). Ademas, algunos estudios demuestran que cepas
de Campylobacter resistentes a las quinolonas son capaces de persistir en ambientes libres de
antibidticos y mantenerse como tales (Luo et al. 2005). Esto explicaria el hallazgo de cepas
resistentes en lugares que han descontinuado el uso de quinolonas, incluso afios después de haber

retirado los farmacos (Luangtongkum et al. 2009).



39

En contraste, las mutaciones espontaneas que confieren resistencia a los macrélidos aparecen con
baja frecuencia en cepas de Campylobacter spp., ademas, el tratamiento con estos antibioticos
en aves no produce una seleccion marcada de cepas resistentes incluso después de maltiples
tratamientos (Lin et al. 2007). Estos hallazgos sugieren que es necesaria una exposicion
prolongada a este tipo de antibidticos para el desarrollo de resistencia en estas bacterias

(Luangtongkum et al. 2009).

En cuanto a la persistencia, se ha observado que las cepas resistentes a la eritromicina son menos
competitivas que sus pares susceptibles en el hospedador, por lo que al retirar la presion de
seleccién se produce una rapida reduccion en la prevalencia de cepas no susceptibles a este

antibidtico (Luangtongkum et al. 2009).

Estas diferencias marcadas en el comportamiento de las cepas resistentes a quinolonas y
macrdlidos, junto con las variaciones en el uso de estos farmacos en los distintos sistemas
productivos, explicarian las tendencias en cuanto a las prevalencias de resistencia a estos dos

antibioticos en diferentes regiones geograficas, incluyendo las del presente estudio.

Ademas de los aspectos previamente mencionados, los genes y mecanismos que confieren la
resistencia a distintos antibidticos en cepas de Campylobacter spp. también juegan un rol
importante en cuanto a su epidemiologia. En el caso de las quinolonas, estos farmacos actlan
inhibiendo la sintesis de ADN bacteriano, al tener como blanco dos enzimas fundamentales para
la replicacion, transcripcion, recombinacion y reparacion del ADN: la ADN girasa (codificada
por los genes gyrA y gyrB) y la topoisomerasa IV (ausente en Campylobacter) (Payot et al. 2006;

Alfredson and Korolik 2007; Wieczorek and Osek 2013).
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En cepas de Campylobacter spp., la resistencia a estos antibioticos se da por mutaciones
puntuales en la region determinante de resistencia a quinolonas (QRDR) de la ADN girasa A
(gen gyrA) (Luangtongkum et al. 2009; Gonzélez et al. 2013), siendo suficiente una sola
mutacion en esta region para reducir considerablemente la susceptibilidad a estos fa&rmacos en

dichas bacterias (Payot et al. 2006).

Multiples modificaciones en gyrA han sido reportadas en la literatura (Thr86lle, Asp90Asn,
Thr86Lys, Thr86Ala, Thr86Val, y Asp90Tyr) (Wieczorek and Osek 2013). Por ejemplo, la
mutacion C257T del gen gyrA, que da origen a la sustitucion Thr86lle y confiere altos niveles
de resistencia a las quinolonas (patron observado en el 91,91% de las cepas que mostraron
resistencia a las quinolonas en el presente estudio), es la mas cominmente observada en cepas

resistentes.

La mutaciéon Thr86Ala, por su parte, confiere a las bacterias altos niveles de resistencia a &cido
nalidixico, pero bajos niveles de resistencia a ciprofloxacina (Luangtongkum et al. 2009;
Wieczorek and Osek 2013). Adicionalmente, en Campylobacter spp., es sabido que la bomba de
eflujo multidroga CmeABC también juega un papel importante, al reducir la concentracion
intracelular de multiples farmacos (quinolonas, eritromicina, tetraciclina, ampicilina y
cloranfenicol) (Lin et al. 2007). Esta bomba actla sinérgicamente con las modificaciones
puntuales del gen gyrA, confiriendo altos niveles de resistencia a quinolonas en cepas de C. jejuni

(Luo et al. 2003).

Esta gran variedad en las mutaciones que son capaces de conferir resistencia a las quinolonas
explicaria la existencia de cepas con distintos grados de resistencia a un mismo antibiotico, y el

hallazgo de cepas resistentes a varias quinolonas o solo a una de ellas, tal como se observo en la
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presente investigacion. En este sentido, el analisis de los genes de resistencia presentes en las
cepas de Campylobacter analizadas es fundamental para determinar las mutaciones asociadas a

los distintos perfiles de sensibilidad encontrados.

Los macrolidos, por otra parte, actian interrumpiendo la sintesis proteica a nivel ribosomal al
unirse a la subunidad 50s. En Campylobacter spp., la resistencia a estos antibioticos se da por
modificacion del blanco ribosomal, ya sea por mutaciones puntuales en el ARN ribosomal 23s,
0 en las proteinas ribosomales L4 y L22 (Luangtongkum et al. 2009; Wieczorek and Osek 2013).
Las mutaciones A2074C, A2074G y A2075G confieren altos niveles de resistencia a los
macrolidos, siendo comin observar cepas no susceptibles a varios antibioticos de este grupo

(resistencia cruzada) (Wieczorek and Osek 2013).

Bajos grados de resistencia a macrdlidos, se observan en cepas con algunas mutaciones
especificas, como la A2074T, y se han asociado con cambios a nivel de las proteinas L4 y L22,
aungue el rol de estas proteinas en la conferencia de resistencia no esta del todo claro (Gibreel et
al. 2005; Wieczorek and Osek 2013). Determinar las mutaciones presentes en las cepas no
susceptibles a eritromicina halladas en el presente estudio permitiria dilucidar la causa de las
bajas CMI encontradas. Adicionalmente, cabe destacar que la bomba de eflujo cmeABC también
juega un rol importante en la resistencia a los macrélidos en cepas de Campylobacter spp.

(Luangtongkum et al. 2009).

Respecto a la resistencia a tetraciclinas, esta es conferida por el gen tet(O), que se encuentra
ampliamente distribuido en cepas de C. coli y C. jejuni aisladas de distintas especies animales
(Moore et al. 2006; Luangtongkum et al. 2009; Wieczorek and Osek 2013). Dicho gen codifica

para una proteina de proteccion ribosomal (RPP) que induce un cambio conformacional. Este
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cambio permite la liberacion del sitio de union de las tetraciclinas, confiriéndole resistencia a

estos farmacos de manera prolongada (Connell et al. 2003).

Adicionalmente, las bombas de eflujo, incluyendo la cmeABC, cumplen un rol importante en la
resistencia a tetraciclinas, afectando la CMI en cepas que presentan el gen tet(O) (Lin et al. 2002;
Jeon et al. 2011; lovine 2013), factor que podria explicar la gran variedad en el grado de
resistencia a doxiciclina encontrada en las cepas analizadas en esta investigacion. El gen tet(O)
usualmente es codificado a través de plasmidos; sin embargo, existen cepas que presentan una

copia cromosomica de dicho gen (Dasti et al. 2007).

Dada la alta prevalencia de cepas resistentes a tetraciclinas en algunas regiones, incluso en
sistemas productivos que han descontinuado el uso de estos farmacos, es posible que los
plasmidos que contienen este gen hayan coevolucionado con Campylobacter, permitiéndoles

mantenerse sin problemas en ausencia de presion selectiva (Luangtongkum et al. 2009).

El cloranfenicol, por su parte, actGa inhibiendo la sintesis proteica al evitar la elongacion de la
cadena de péptidos, uniéndose a la peptidil transferasa en la subunidad ribosomal 50s (Schliinzen
et al. 2001). La resistencia a este antibiético, muy poco comun en Campylobacter, es conferida
por un plasmido que transporta el gen cat. Este gen codifica para acetiltransferasa, que produce
la acetilacion del farmaco causando su inactivacion (Wang and Taylor 1990; Schwarz et al.
2004). Ademas, la resistencia al cloranfenicol también estd mediada por bombas de eflujo

(Luangtongkum et al. 2009).

En el presente estudio no se hallaron cepas resistentes al cloranfenicol, y solo un pequefio

porcentaje mostrd susceptibilidad disminuida a este farmaco, por lo que, aunque muy
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posiblemente se deba a la accion de las bombas de eflujo, naturalmente presentes en estas

bacterias, la presencia de genes de resistencia debe ser descartada en estudios posteriores.

Ademas de los aspectos previamente mencionados, existen algunas diferencias en cuanto a la
epidemiologia y los perfiles de sensibilidad observados en especies distintas de Campylobacter
que podrian explicar su comportamiento. Por ejemplo, mientras C. jejuni es mas prevalente en
aves y ganado bovino, C. coli es la especie mas comUnmente aislada en cerdos (Aarestrup et al.
1997). Dada esta diferencia, es esperable que la prevalencia de resistencia a macrélidos
(altamente utilizados en ganado porcino) tienda a ser mas alta en cepas de C. coli que en aquellas

de C. jejuni (Arestrup et al. 1997; Lin et al. 2007).

En este estudio, la gran mayoria de las cepas correspondieron a C. jejuni, con muy poca
proporcion de cepas de C. coli o sin identificacion a nivel de especie. Dadas estas condiciones,
no es extraiio que la prevalencia de no susceptibilidad a la eritromicina observada en las cepas

analizadas haya sido baja.

En cuanto al panorama a nivel latinoamericano, existen estudios que muestran una tendencia
similar a la mostrada por los resultados de la presente investigacion, donde las cepas exhiben
niveles de resistencia a las quinolonas significativamente superiores a los observados para otros
antibioticos. En Chile, el analisis de cepas aisladas de pollos de engorde y seres humanos mostré
una prevalencia de no susceptibilidad a la ciprofloxacina de 58,2% y 61,8% respectivamente, y
un 1,8% de resistencia a la eritromicina en los aislamientos de las aves mencionadas (Gonzalez
et al.2013). En Brasil, el analisis de cepas procedentes de cloacas y carcasas de aves obtenidas

en plantas de procesamiento, mostro altas proporciones de resistencia a la ciprofloxacina (94%)
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y el &cido nalidixico (90%), con niveles bajos de no susceptibilidad a la eritomicina (2%) (Sierra

et al. 2016).

En Argentina, se llevo a cabo un estudio con un muestreo similar al de la presente investigacion.
En el mismo se analizaron cepas procedentes de cuatro puntos de la cadena avicola: ponedoras
pesadas, pollos de engorde, planta de procesamiento (carcasas) y punto de venta (carne). Los
resultados de dicha investigacion mostraron altos niveles de resistencia al acido nalidixico
(91,2%), la ciprofloxacina (88,2%) y la tetraciclina (60,13%), con proporciones inferiores de

resistencia a eritromicina (27,7%) (Zbrun et al. 2015).

Aunque la tendencia en cuanto a perfiles de resistencia en el estudio de Zbrun y colaboradores
fue similar a la hallada en la presente investigacion (mayor porcentaje de no susceptibilidad a
quinolonas y tetraciclinas, y menos proporcién de no susceptibilidad a macrolidos), una de las
principales diferencias en sus hallazgos fue la homogeneidad en los perfiles de resistencia
descritos en tres de los puntos de la cadena avicola muestreados (pollos de engorde, planta de
procesamiento y granja), observando diferencias significativas Unicamente al comparar las
proporciones de resistencia a antibidticos halladas en cepas procedentes de estos tres puntos y
aquellas obtenidas de gallinas ponedoras pesadas (Zbrun et al. 2015). Esto podria relacionarse
con el hecho de que, en dicha investigacion, todos los muestreos fueron realizados en aves

procedentes de los mismos lotes.

En este estudio, se hallé una proporcién significativamente menor de no susceptibilidad a la
ciprofloxacina en aquellas cepas procedentes de granjas que en aquellas procedentes de plantas
de procesamiento (RP=0, 2308) (p=0,021), y de no susceptibilidad a la enrofloxacina en cepas

procedentes de punto de venta que en aquellas procedentes de plantas de procesamiento (RP=
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0,2179) (p= 0,019). Ademés, se obtuvo una prevalencia significativamente mayor de no
susceptibilidad al cloranfenicol en cepas procedentes de punto de venta respecto a aquellas

procedentes de plantas de procesamiento (RP=8,7568) (p=0,017).

Estas diferencias encontradas en las cepas respecto a su procedencia segun el punto de la cadena
avicola, podrian estar relacionadas con varios factores. En primera instancia, el hecho de que no
se haya dado seguimiento a un mismo lote para todos los muestreos correspondientes. En el caso
de las cepas procedentes de granja y planta de procesamiento, si bien este aspecto fue
contemplado, aquellas muestras tomadas de carne en punto de venta procedian de lotes de aves

distintos.

Las implicaciones de este factor podrian depender de la medida en que difiera el manejo en
cuanto al uso de antimicrobianos en las distintas granjas a nivel nacional, tal como lo indicaron
Zbrun y colaboradores, que asociaron las diferencias halladas en cepas procedentes de gallinas
ponedoras pesadas y aves de engorde con las variaciones en el manejo de estos animales a nivel

de granja y el uso de antibidticos en dichos sistemas productivos (Zbrun et al. 2015).

Otro aspecto a considerar corresponde a los protocolos y medidas de control adoptados en las
plantas de procesamiento, dada la contaminacion cruzada con cepas de Campylobacter spp. que
puede ocurrir entre distintos lotes de aves, aun cuando se tomen medidas preventivas como el
uso de agua clorada y acido peracético (Cools et al. 2005, Zumbado 2016). En las plantas
muestreadas para este estudio, durante el proceso de enfriamiento de las carcasas, estas suelen

mantenerse todas juntas en agua fria, favoreciendo la diseminacion de las cepas (Zumbado 2016).

En este mismo sentido, algunos estudios previos han demostrado diferencias en la supervivencia

de cepas de Campylobacter spp. resistentes y sensibles a antibioticos, lo cual podria explicar las
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diferencias halladas entre las cepas procedentes de granjas y los aislamientos de carcasas en
plantas de procesamiento, aun cuando proceden de los mismos lotes de aves. Gonzélez y
H&nninen mostraron una mejor supervivencia en agua a 4°C en cepas de Campylobacter
ATCC33560 resistentes a la ciprofloxacina que en cepas susceptibles (Gonzalez and Hanninen
2012). Previamente, ya se habia sugerido que la resistencia antimicrobiana podria conferir a las
cepas que la portan una mejor respuesta al estrés causado por el frio, o bien, reducir la

supervivencia al cambiar su respuesta al estrés (Andersson and Hughes 2010).

Otros estudios indican que resistencia a las quinolonas en cepas de Campylobacter spp. también
podria afectar su capacidad de colonizacion intestinal en las aves, aunque los resultados de dichas

investigaciones han sido variables (Luo et al. 2005; Zeitouni and Kempf 2011).

Otro factor que podria estar asociado con estos hallazgos, particularmente con la diferencia entre
la susceptibilidad al cloranfenicol en cepas aisladas de carcasas de plantas de procesamiento y
las obtenidas de pollo de punto de venta, es la contaminacion cruzada del pollo con cepas de

Campylobacter spp. procedentes de otras matrices animales.

En la investigacion realizada por Zumbado y colaboradores, se hall6 una asociacion positiva
entre la no separacion fisica de las carnes de distintos origenes y la presencia de Campylobacter
spp. en la carne de pollo. Esto podria implicar que algunas de las cepas obtenidas de punto de
venta en dicho estudio, y que forman parte de la presente investigacion, podrian provenir de otros

productos carnicos distintos al pollo (Zumbado 2016).

En este sentido, cabe destacar que algunos estudios en cepas de Campylobacter obtenidas de
otras especies de consumo humano han mostrado algunas diferencias en cuanto a los patrones de

sensibilidad, asociadas principalmente al uso de distintos principios activos en los diferentes
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sistemas productivos. Por ejemplo, en México se observaron diferencias significativas en la
prevalencia de resistencia a la eritromicina al comparar cepas procedentes de cerdos (41%) y

cepas de pollo (10,5%) (Zaidi et al. 2012).

En Costa Rica, ademas, el uso de grandes cantidades de fenicoles en sistemas productivos
porcinos ha sido documentado (De la Cruz et al. 2014). No obstante, la prevalencia y los perfiles
de resistencia de cepas de Campylobacter spp. aisladas de otras fuentes en Costa Rica no han
sido investigados, por lo que mas estudios se requieren para determinar la validez de dicha

hipétesis.

En general, en Costa Rica existe poca informacion acerca de la resistencia a los antibidticos en
cepas de Campylobacter spp. En 1984, Rodriguez y colaboradores determinaron la resistencia a
tres antibioticos en cepas procedentes de pacientes con enfermedad diarreica atendidos en el
Hospital Nacional de Nifios. En dicho estudio, se hallo resistencia a la eritromicina en un 11,6%
de las cepas. Para gentamicina y ampicilina, dichos valores correspondieron a un 0% y un 2%

respectivamente (Rodriguez et al. 1984).

De cualquier modo, es muy dificil establecer una comparacién entre dicha informacion y la
obtenida en la presente investigacion, dadas las diferencias metodoldgicas y de disefio, la

procedencia de las cepas y la separacion temporal entre ambos estudios.

Adicionalmente, la informacidn acerca del uso de antibidticos tanto en agricultura como en
produccién animal en el pais es escasa. A nivel nacional, estos suelen ser utilizados de forma
indiscriminada, con pobres criterios técnicos en el sector agropecuario (De la Cruz et al. 2014).

En especies destinadas al consumo humano, la legislacion actual demanda el cumplimiento de
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periodos de retiro y descarte establecidos en el Codex Alimentarius. No obstante, en la actualidad

no se exige receta médica para dispensar antibiéticos de uso en animales (Amador et al. 2018).

Como consecuencia, existe un alto empleo de estos farmacos en el sector agropecuario. En un
estudio, realizado en la zona de riego Arenal-Tempisque, que contempld el uso de antibidticos
en medicina humana, medicina veterinaria, agricultura, acuacultura y producciones porcinas en
dicha regiodn, la oxitetraciclina, el florfenicol, la clortetraciclina, el sulfametoxazol, la
eritromicina, la ciprofloxacina y la enrofloxacina fueron los antibi6ticos que mostraron los
indicadores de peligrosidad mas altos, con un uso de antibioticos de 1169-109908 gramos por
hectarea por afio en esa area (De la Cruz et al. 2014). Dichos datos podrian reflejar en parte lo
que sucede a lo largo del territorio nacional; sin embargo, el panorama a nivel pais en cuanto al

uso de antibioticos no esta del todo claro.

Dadas estas circunstancias, el Ministerio de Salud de Costa Rica conform¢é la Comision Nacional
de Lucha contra la resistencia Antimicrobiana, con el fin de establecer las pautas para combatir
este problema a partir de un manejo multisectorial, utilizando como base el concepto de “Una
Salud” (Amador et al. 2018). Dicha comision presentd el Plan de Accion Nacional de Lucha

Contra la Resistencia a los Antimicrobianos Costa Rica 2018-2025.

Entre los objetivos y medidas que se plantearon en dicho documento, se incluyen aspectos como
educacion, monitoreo e investigacion, establecimiento de maniobras preventivas y de control,
uso adecuado de estos medicamentos en los distintos sectores, y el financiamiento de otro tipo

de mecanismos para atacar el problema (Amador et al. 2018).

A nivel mundial, el uso indiscriminado de antibi6ticos tanto en medicina humana como medicina

veterinaria y produccion animal, supone un problema serio de salud publica, al incrementar la
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aparicion de resistencia antimicrobiana en distintos microorganismos (OMS 2017). Debido a
esto, la OMS ha publicado peridédicamente listas actualizadas con los antibidticos de importancia,
importancia alta e importancia critica a nivel de medicina humana, de manera que su uso tanto
en humanos como en animales debe ser sumamente controlado. En el 2017, las quinolonas (&cido
nalidixico, ciprofloxacina y enrofloxacina) y los macrélidos (eritromicina) fueron clasificados
como antibioticos de importancia critica. Por su parte, los fenicoles (cloranfenicol) y tetraciclinas

(doxiciclina) se consideraron antibidticos de alta importancia (OMS 2017).

El hallazgo de cepas no susceptibles a dichos antibioticos en la presente investigacion debe ser
considerado, entonces, como una alerta para las autoridades encargadas del control y monitoreo

del uso de dichos farmacos en producciones animales a nivel nacional.

En cuanto a la diversidad de perfiles de sensibilidad observados en este estudio, el mas
comunmente encontrado fue el de no susceptibilidad Gnicamente a las quinolonas, presente en
un 61,49% de las cepas, seguido de aquellas que no resultaron sensibles a las quinolonas y las
tetraciclinas (22,3%). En contraste, un porcentaje muy bajo mostr6 no susceptibilidad a

quinolonas y macrdlidos (2,03%).

Si bien, la no susceptibilidad a antimicrobianos en cepas de Campylobacter es preocupante, la
resistencia simultanea a macrdélidos y quinolonas se considera un patrén altamente indeseable,
dado que estos antibidticos constituyen la primera y segunda linea para el tratamiento de

infecciones con estas bacterias en seres humanos (Engberg et al. 2001).

Por su parte, las tetraciclinas, cuyo uso para el tratamiento de infecciones con Campylobacter
spp. se encuentra indicado, no suelen ser muy utilizadas en la practica clinica, por lo que su uso

se limita a aquellos casos en que otros regimenes terapéuticos no son eficientes (Engberg et al.
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2001). Otro aspecto importante en cuanto a los hallazgos de esta investigacion, fue la ausencia
de cepas multirresistentes, lo cual contrasta con datos de estudios en diversas zonas geogréaficas
donde la prevalencia de cepas con estas caracteristicas es muy superior (Wang et al. 2015; Zbrun

et al. 2015; Han et al. 2016; Nguyen et al. 2016; Sierra et al. 2016).

Para finalizar, los hallazgos de esta investigacion podrian tener implicaciones importantes en
cuanto a salud publica. Existen multiples estudios que relacionan la resistencia a antimicrobianos
en cepas de Campylobacter spp. en animales de produccidn, especialmente aves, con el hallazgo

de cepas resistentes en seres humanos (Vanhoof et al. 1982; Gonzalez et al. 2013).

Esta correlacion ha sido ampliamente estudiada en cepas de Campylobacter resistentes a
quinolonas aisladas de humanos. Una investigacién en Minnesota concluyd que el aumento en
infecciones con cepas resistentes a quinolonas adquiridas de forma doméstica en personas, se
debia principalmente a la adquisicién de cepas procedentes de aves, esto al hallar los mismos
subtipos de cepas resistentes de C. jejuni en aislamientos de humanos y en productos de pollo de
ese lugar. En este y otros estudios, los viajes al extranjero también constituyeron un factor de
riesgo para la adquisicion de cepas de Campylobacter resistentes (Smith et al. 1999; Unicomb et
al. 2003). Investigaciones similares han relacionado este factor con el consumo de productos
contaminados, en paises donde la prevalencia de cepas de Campylobacter resistente a antibiéticos

es alta (Engberg et al. 2004).

Aunque el tratamiento con antibidticos en seres humanos previo al cultivo ha mostrado ser un
factor relacionado con el hallazgo de cepas resistentes, su contribucién en este sentido se
considera muy baja (Smith et al. 1999; Engberg et al. 2004). Adicionalmente, tomando en cuenta

qgue la transmision persona-persona no tiene gran importancia desde el punto de vista
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epidemioldgico, su contribucion a la diseminacion de cepas resistentes no se considera relevante

(Engberg et al. 2004).

En seres humanos, ademas de las implicaciones relativas a la dificultad para el tratamiento de
infecciones, las cepas resistentes podrian tener otras consecuencias a nivel clinico. Por ejemplo,
algunos estudios han mostrado mayores probabilidades de hospitalizacion, cuadros clinicos mas
prolongados, y mayor riesgo de sufrir eventos adversos (muerte o enfermedad invasiva), en
personas infectadas con cepas resistentes, respecto a aquellas infectadas con cepas susceptibles
de Campylobacter spp., aln en ausencia de tratamiento (Smith et al. 1999; Nelson et al. 2004;

Helms et al. 2005; Moore et al. 2006).

En sintesis, dada la alta prevalencia de cepas de Campylobacter no susceptibles a antibioticos
aisladas de pollo de engorde hallada en este estudio, y las caracteristicas del comportamiento
epidemioldgico de este tipo de cepas, es fundamental establecer medidas de control y mitigacion
de las posibles consecuencias de este hallazgo. Las implicaciones a nivel de salud publica deben
ser estudiadas para determinar el impacto de la presencia de cepas no susceptibles en aislamientos

procedentes de los distintos puntos de la cadena avicola en Costa Rica sobre la salud humana.
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5. CONCLUSIONES

5.1. Los perfiles de sensibilidad obtenidos mostraron la misma tendencia observada en distintos
estudios a nivel global, caracterizada por una alta proporcion de cepas no susceptibles a las
quinolonas. No obstante, maultiples investigaciones alrededor del mundo sugieren una
distribucion heterogénea de las cepas de Campylobacter no susceptibles a los distintos
antimicrobianos. Esto se debe a varios factores, por ejemplo, las politicas referentes al uso de
antibidticos en cada region, la efectividad de los mecanismos establecidos para controlar el uso
de estos farmacos en producciones animales, la presencia de distintas especies de Campylobacter
en los sistemas productivos, los mecanismos y dindmicas de resistencia propios de la bacteria, el
historial en cuanto al uso previo de antibidticos en una zona, las medidas de higiene en la
manipulacion de productos carnicos, entre otros. Dada la naturaleza multifactorial de la
resistencia a antibidticos en Campylobacter spp., es necesario un abordaje integral para
determinar sus causas, reducir su impacto, evitar la diseminacion y disminuir la prevalencia de

cepas resistentes en las distintas cadenas de produccidn carnica para consumo humano.

5.2. La mayor parte de las cepas analizadas mostr6 no susceptibilidad a al menos uno de los
antibioticos incluidos en el estudio. Ademas, se observaron siete perfiles de sensibilidad distintos.
En bacterias de este género, la no susceptibilidad simultanea a macrélidos y quinolonas
constituye el patron de sensibilidad méas indeseable, dado que estos farmacos conforman la
primera y segunda linea para el tratamiento de estas infecciones. Una proporcion muy baja de los
aislamientos analizados exhibio este perfil, no obstante, el estudio de cepas de origen humano es
fundamental para establecer las pautas de tratamiento mas adecuadas, en caso de ser necesario,

para personas que presenten enteritis por Campylobacter spp. en el pais.
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5.3. Los resultados de esta investigacion mostraron altas prevalencias de no susceptibilidad a
antibiodticos en cepas de Campylobacter spp. aisladas de los tres puntos de la cadena avicola
analizados. Los niveles mas altos de no susceptibilidad se observaron para los antibioticos del
grupo de las quinolonas, seguidos por la doxiciclina. Ademas, se observo una gran variedad en
los grados de resistencia (CMI) a los distintos antibi6ticos en las cepas analizadas. Esto podria
estar relacionado con los distintos genes y mecanismos que confieren resistencia a los
antimicrobianos a las cepas de Campylobacter spp. que los poseen. Adicionalmente, ninguno de

los aislamientos fue clasificado como multirresistente.

5.4 Muy pocas diferencias fueron observadas entre los perfiles de sensibilidad de las cepas
procedentes de los distintos puntos de la cadena avicola. Algunos factores asociados con
practicas de higiene en plantas de procesamiento y puntos de venta, asi como diferencias en el
uso de antibioticos en las distintas granjas del pais, podrian relacionarse con las escasas
disimilitudes encontradas. En este sentido, se requieren mas estudios, incluyendo el analisis de
cepas de Campylobacter procedentes de otras matrices animales, para establecer las causas de
este fendbmeno. Finalmente, no se determiné ninguna relacion entre la procedencia de las cepas

y su grado de resistencia.
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6. RECOMENDACIONES

6.1. Dada la importancia en cuanto a salud publica de este microorganismo, los hallazgos de esta
investigacion, y las recomendaciones de las autoridades de salud a nivel mundial, se sugiere la
implementacion de un sistema de vigilancia de Campylobacter en personas por parte de las
autoridades sanitarias del pais, asi como el analisis de los perfiles de resistencia a antibioticos en

cepas aisladas de seres humanos.

6.2. En cuanto a medicina veterinaria y salud publica, se recomienda la implementacién de
medidas mas rigurosas para el control del uso de antibi6ticos en especies de consumo humano.
Adicionalmente, es necesario determinar el alcance del problema de resistencia antimicrobiana
a nivel nacional y los factores asociados. El establecimiento de un sistema de vigilancia en este

sentido es fundamental para disminuir las consecuencias de este fenémeno.

6.3. Existe una relacién entre la resistencia a antibiéticos en cepas de Campylobacter de origen
humano y cepas aisladas de animales, principalmente pollo de engorde. En la presente
investigacion, se evidenci6 la presencia de bacterias no susceptibles en distintos puntos de la
cadena avicola, lo cual constituye un riesgo de exposicion para las personas que trabajan en
granjas, plantas de procesamiento y puntos de venta, asi como los consumidores de carne de
pollo. Por este motivo, y dada la alta prevalencia de cepas de Campylobacter spp. demostrada en
estudios previos, se recomienda extremar medidas de higiene al manipular y preparar carne,

especialmente si es de origen aviar.

6.4. Respecto a las cepas que formaron parte de este estudio, se recomienda el analisis de los

genes de resistencia, genotipificacion y factores de virulencia de las mismas, con el objetivo de
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determinar las causas de los patrones de resistencia observados y la distribucion a lo largo de la

cadena de produccion de carne de pollo.
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